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RESUMEN 
Muchos microorganismos presentan una interacción benéfica con varias 
especies de plantas, produciendo  una amplia diversidad  de compuestos 
bioactivos que potencianel crecimiento y desarrollo de las plantas. La presente 
investigación se realizó con el objetivo, de caracterizar molecularmente bacterias 
y hongos aislados de la rizosfera y filosfera de plantas jóvenes delas especies 
forestales nativas,Tabebuia chrysantha y Tabebuia billbergiien la Región Tumbes 
y evaluar su capacidad para promover el crecimiento de plántulas, a partir de la 
inoculación en semillasdeestas especies.La caracterización de la microbiota 
bacteriana y fúngica de la rizósfera se realizó por microbiología molecular y 
Metagenómica, las secuencias obtenidas fueron analizados en la plataforma de 
análisis automatizado Metagenomics RAST (Mg-RAST versión 3.6). Se 
realizaron pruebas de compatibilidad con 9 de las 11 cepas bacterianas, aisladas 
de la rizósfera de T. chrysantha y 7 de las 10 cepas de la rizósfera de T. 
billbergii, las mismas quese utilizaron en ensayos de promoción del crecimiento. 
Se realizaronobservaciones de la colonización de hongos y bacterias en raíces 
de plántulas, mediante microscopía confocal de barrido laser. Mediante 
microbiología molecular, se identificaronun total de 51 microorganismos, 
asociados a la filosfera y rizósferade Tabebuia chrysantha (31) y 
Tabebuiabillbergii (20); en tanto que, porMetagenoma se caracterizaron 11 filum 
de bacterias y tres de hongos asociados  a la rizósfera de estas especies 
forestales. A nivel de género en la rizósferadeT. chrysanthay T.billbergii se 
identificaron 90 y 79 géneros, respectivamente.En los ensayos de compatibilidad 
se determinaron cinco agrupaciones (consorcios) de bacterias asociadas a la 
rizósfera de Tabebuia chrysantha ytres grandes grupos de bacterias asociadas a 
la rizósfera de Tabebuia billbergii. Los resultados mostraron que, después de 28 
días posteriores a la inoculación de semillas, todas las cepas bacterianas en 
general,  fueron capaces de estimular el crecimiento de la raíz principal, raíces 
secundarias, longitud del tallo y longitud total de la parte aérea de las plántulas 
en las dos especies forestales,en referencia con el grupo control.Aspergillus sp. 
yPseudomonas sp, mostraron colonización de las raíces de las plántulas 
deTabebuia billbergii. 
 
Palabras clave: filósfera,metagenómica, microorganismos promotores del 
crecimiento vegetal,  rizósfera. 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Many microorganisms have a beneficial interaction with various plant species 
producing a wide variety of bioactive compounds that enhance the growth and 
development of plants. This research was conducted with the objective of molecularly 
characterize bacterial and fungal isolates from the rhizosphere and filosfera of young 
plants of forest species native, Tabebuia chrysantha and Tabebuia billbergii in the 
Tumbes region and assess its ability to promote the growth of seedlings, from 
inoculating seeds of these species. The characterization of bacterial and fungal 
microbiota rhizosphere was performed for molecular microbiology and Metagenomic, 
the sequences obtained were analyzed in the automated analysis platform 
Metagenomics RAST (Mg-RAST version 3.6). Compatibility tests were performed with 
9 of the 11 bacterial strains isolated from the rhizosphere of T. chrysantha and 7 of the 
10 strains of the rhizosphere of T. billbergiithe same as were used in tests of growth 
promotion. Observation of colonization of fungi and bacteria in seedling rootswere 
performed byconfocal laser scanning microscopy. By molecular microbiology, a total of 
51 microorganisms associated with filosfera and rhizosphere of Tabebuia chrysantha 
(31) and Tabebuia billbergii (20) were identified; whereas, by Metagenome 11 phyla of 
bacteria and three fungi associated with the rhizosphere of these tree species were 
characterized. A genus level in the rhizosphere of T. chrysanthaand T. billbergii 90 and 
79 genera were identified, respectively. In compatibility testing five groups (consortia) 
of bacteria associated with rhizosphere of Tabebuiachrysantha and three large groups 
of bacteria associated with rhizosphere of Tabebuia billbergii were determined. The 
results showed that after 28 days after inoculation, all bacterial strains generally were 
able to stimulate the growth of the main root, secondary roots, stem length and total 
length of the aerial part of the seedlings in the two forest species, referring to the 
control group. Aspergillus sp. and Pseudomonas sp, showed colonization of the roots 
of seedlings of Tabebuia billbergii. 
 
Keywords: phyllosphere, metagenomics, plant growth promoters microorganisms, 
rhizosphere.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 
El Perú es un país mego diversocon un gran número de plantas  y animales que 
conforman los diversos ecosistemas, considerando entre estos a los bosques, con 
más de 73 millones de hectáreas de bosques, de los cuales alrededor de 3 
millones corresponden a bosques secos de la Costa Norte. 
 
Uno de los problemas que afronta los bosques secos de la Región Noroeste,es la 
tala indiscriminada de árboles maderables con subsecuente rarefacción y erosión 
genética de especies nativas,colocando a estas en eminente amenaza de 
extinción (Che Piu y Menton, 2013). Las especies maderables nativas conocidas 
como ―guayacán‖ (Tabebuia chrysantha y Tabebuia billbergii) son particularmente 
afectadas, debido a su alto valor comercial relacionado con su dureza, a pesar de 
estar protegida por la legislación peruana(More et al., 2014). Los programas de 
reforestación han sido deficientes y empíricos, consecuentemente ineficientes en 
términos de restauración de la población de las especies forestales. Esto, aunado 
a una lenta o nula recuperación naturalpor el sobrepastoreo de ganado vacuno y 
caprino; además, de la expansión de la frontera agrícola, acrecientan el problema. 
 
Losmicroorganismos  desarrollan  una  asociación con  las plantas estableciendo 
varias interacciones, presentando una funcionalidad que va desde la 
patogenicidad, estimulación del crecimiento,la mejora disponibilidad y absorción 
de nutrientes, adecuación de las plantas yhasta la protección de las mismas 
(Lindow y Brandl, 2003;Rosenblueth y Martínez-Romero,2006; Saharan y 
Nehra,2011).La filósfera y rizósfera albergan una diversidad de estos 
microorganismos, dentro de los cuales se encuentran las bacterias que pueden 
incluir patógenos para las plantas, pero también incluyen organismos no 
patógenos, que a menudo juegan un rol importante en el medio ambiente y la 
salud de la planta huésped(Lindow y Brandl, 2003). 
 
En los últimos años han surgido diferentes herramientas de la biologia molecular, 
con mucha más rapidez y precisión que los métodos tradicionales, tales como 
técnicas dependientes de cultivo microbiano.y la metagenoma, que permiten 
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estudiar la diversidad microbiana y la estructura de la comunidad en una variedad 
de entornos.  
 
En ese contexto el presente estudio tuvo como objetivo, aislar y 
caracterizarmolecularmente bacterias y hongos, a partir de la rizosfera y filosfera 
de árboles de guayacán silvestres (Tabebuia chrysantha y Tabebuia billbergii) en 
la Región Tumbes al norte de Perú. Algunas de estas bacterias nativas han sido 
inoculadas en semillas silvestres y evaluados funcionalmente como inoculantes 
microbianos, en base a su actividad de promoción del crecimiento en el proceso 
inicial del desarrollo de plantulas de árboles nativos a nivel de laboratorio.Ello 
permitirá sentar las bases para planes estratégicos que ayuden a mantener la 
diversidad genética y la multiplicación de individuos para futuros programas de 
forestación y reforestación en la region de Tumbes. 
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2. ANTECEDENTES 
 
Investigaciones recientes en biotecnología agrícola han sido enfocadas en la 
caracterización del microbioma de la filósfera y rizósfera, a través del empleo de 
nuevas tecnologías independientes de cultivo de microorganismos, en particular 
del análisis metagenómico y proteómico, mostrando la diversidad e importancia 
de las interacciones planta - microorganismos en términos de salud y desarrollo 
de la planta (Berlec, 2012; Berendsen et al., 2012; Meyer et al., 2012; Rastogi et 
al., 2013; Schlaeppi et al., 2015).  
 
Las asociaciones planta - microorganismos  son influenciadas por la naturaleza de 
los suelos así como los exudados liberados por las raíces de la planta hospedera, 
las cuales modifican la estructura y función de la comunidad microbiana (Berlec 
2012). La composición de los exudados de las raíces depende del tipo de suelo, 
la disponibilidad de nutrientes, el genotipo de la planta y estado de crecimiento, 
ambiente biótico y estrés abiótico (Santi, Boguz y Franche, 2013). 
 
En lo que concierne a los árboles forestales, Populus es el árbol modelo de la 
biotecnología de plantas maderables por múltiples razones, posee una taza de 
crecimiento rápido en climas templados, el tamaño pequeño de su genoma (450-
550 Mbp), facilidad de transformación genética, puede ser propagado de forma 
vegetativa (Taylor, 2002). Ahora con las nuevas tecnologías de secuenciación de 
última generación se ha logrado estudiar diversos árboles como Pinus, Eucaliptus, 
Acacia, Prosopis entre otros, enfocándose en el análisis de las comunidades 
bacterianas y fúngicas asociadas a la rizósfera y filósfera.  
 
Varios microorganismos asociados a la rizósfera y filósfera son promotores del 
crecimiento en plantas, estos se pueden encontrar en casi todo los nichos 
ecológicos siendo su interrelación con la planta hospedera de tipo endófito si  
habitan dentro de los tejidos de la planta, de tipo epífito si se encuentran en las 
superficies de la misma, simbiontes o patógenos (Hacquard y Schadt, 2015; 
Shakya etal., 2013; Bulgarelli etal., 2013; Vorholt, 2012; Trabelsi y Mhamdi, 2013).  
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Los organismos endófitos se caracterizan por no causar enfermedad o inducir la 
formación de estructuras simbióticas, su interacción con el huésped es la menos 
estudiada y menos comprendida, son importantes promotores del crecimiento y 
promueven la nutrición vegetal (Reinhold-Hurek y Hurek, 2011; Chauhan et al., 
2015; Rodriguez et al., 2009). 
 
Numerosos bacterias y hongos promotoras del crecimiento vegetal, asociados con 
especies importantes para la agricultura, han sido ampliamente investigados, en 
particular teniendo en cuenta los procesos importantes tales como la fijación de 
nitrógeno atmosférico, la solubilización de fosfatos, resistencia a patógenos y 
factores abióticos, producción de sideróforos (Nasto et al., 2014).  
 
Schüßler, Krüge y Urgiles (2015),inocularon a nivel de vivero plántulas de 
Cedrelamontana, Heliocarpus americanus y Handroanthus chrysanthus (sinónimo 
de Tabebuiachrysantha) con micorrizas arbuscularesnativas 
(Glomeromycota)como Rhizophagus sp,Diversispora sp, Claroideoglomus 
sp,entre otras con veinticuatro combinaciones de hongos aisladas de los bosques 
de Loja en Ecuador. Los resultados mostraronuna significativa mejora del 
crecimiento de las plántulas y una menor cantidad de mortalidad de estas. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Ubicación y selección de plantasde Tabebuia chrysantha  y Tabebuia 
billbergii 
 
Se realizaron prospecciones para ubicar y seleccionar plantas jóvenes con una 
expresión fenotípica adecuada; es decir, buena vigorosidad, libre de plagas y 
enfermedades y sin daños mecánicos. La zona con más representatividad se 
ubicó en la Zona de Amortiguamiento del Parque Nacional Cerros de Amotape, 
ubicado en el departamento de Tumbes. 
 
Toma de muestras de suelo, raíces y hojas 
 
Se tomó aproximadamente 1 kg de suelo de la rizósfera a una profundidad de 10 
a 15 cm alrededor de una planta de Tabebuia chrysantha  y Tabebuia billbergii, 
homogenizándose, hasta obtener una muestra de 200 g de suelo; el cual fue 
depositado en una bolsa de polietileno. Por otro lado, se recolectaron alrededor 
de 25 hojas y  muestras de raíces de 5 cm de largo y 3mm de diámetro, las cuales 
fueron depositadas en bolsas de papel kraff. Todo el material se trasladó al 
laboratorio de microbiología de la empresa Incabiotec.  
 
 
Aislamiento e identificación molecular de bacterias 
 
A partir de las muestras de suelo obtenidas se colocaron 9 gránulos de suelo en 
placas con agar de tripticasa soya (TSA) y agar de dextrosa de papa (PDA) con 
antibiótico (100 uL/mL de cloranfenicol), y agar cetrimide, asimismo cortes de un 
cm2 de hoja fueron sembrados, trozos de raíz de 1 cm fueron desinfectados y 
diseccionados de forma longitudinal y sembrados en placas del mismo agar, las 
cuales fueron incubadas a 28 °C hasta observar crecimiento luego del cual se 
aislaron todos los organismos diferentes hasta obtener cultivos puros 
individualizados. 
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La identificación molecular se realizó, luego de la extracción de ADN de cada 
individuo, mediante la amplificación molecular del gen 16S rRNAde 
aproximadamente 1500 bppara bacterias (Wang et al., 2011), empleando los 
primer 27 Forward AGAGTTTAGTCMTGGCTCAG y 1492 Reverse 
GGYTACCTTGTTACGACTT. Para la amplificación del tramo entero de la región 
ITS1-5.8S-ITS2 (Internal transcribed spacer) de aproximadamente 750 bp para 
hongos(Wang et al., 2011),se utilizó los primers ITS-1 
TCCGTAGGTGAACCTGCGG e ITS-4 TCCTCCGCTTATTGATATGC. 
La amplificaciónfue realizada en un termociclador (biometra), cada reacción se 
realizó en un volumen final de 25 uL con los siguientes componentes: 2.5 uL de 
Taq Buffer (10 X), 0.5 uL de dNTP (10 mM),  0.6 uL de cada primer 27 F y 1492 R 
(15 pM), 2.5 de MgCL2 (25 mM), 0.1 uL de Taq DNA polimerasa (5 U/uL) 1 ul de 
ADN para hongos y 2 uL para bacterias como plantilla. 
El programa de amplificación para hongos fue secuenciado de la siguiente 
manera: desnaturalización inicial de 94°C por 6 minutos, seguido por 35 ciclos, un 
ciclo de desnaturalización 94°C por 30 segundos, hibridación 54°C por 45 
segundos, elongación a 72°C por 45 segundos, y un paso de extensión final a 
72°C por 4 minutos. Para el caso de bacterias: desnaturalización inicial de 94°C  
por 4 minutos, seguido por 35 ciclos, un ciclo de desnaturalización a 94°C por 30 
segundos, hibridación a 58°C por 45 segundos, elongación a 72°C por 1 minuto, y 
un paso de extensión final a 72°C por 4 minutos. 
El producto de la PCR fue migrado en gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X, teñido 
con bromuro de Etidio (10 mg/mL) a una concentración final de 0.5 ug/mL, se 
depositó 10 uL de producto de amplificación con 2 uL de tampón de depósito. Las 
condiciones de migración fueron 80 V para la región ITS (Hongos)y 98 V para la 
región 16S rRNA (Bacterias) por 30 minutos en TAE 1X. 
 
Análisis metagenómico 
 
Para el análisis metagenómico se pesaron 0.25 g de muestra del suelo de la 
rizósfera de Tabebuia chrysantha  y T. billbergii y fueron procesadas empleando 
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el Kit de extracción de ADN de suelo PowerSoil(MoBio Laboratories Inc., 
Carlsbad, California) siguiendo las instrucciones del proveedor. 
 
Las secuencias obtenidas fueron analizados en la plataforma de análisis 
automatizado Metagenomics RAST (Mg-RAST versión 3.6)  
(http://metagenomics.anl.gov/metagenomics.cgi?page=Logout), empleando la 
base de datos Greengenes para secuencias del gen 16S rRNA para bacterias y la 
base de datos SIVA LSU (base de datos de ARNr de la subunidad mayor del 
ribosoma para eucariotas) para hongos. Par generar el árbol filogenético se utilizó 
el máximo valor E-value de 1E-30, 90% de mínimo porcentaje de identidad y la 
mínima longitud de alineamiento de 20.  
La riqueza  se  evaluó  en  base  a la  rarefacción, obtenida a  partir del número de 
secuencias y los OTUs definidos. La rarefacción  es  un  método  estadístico para 
estimar el  número  de  especies  que  se  espera  en  una  muestra  aleatoria   de  
individuos tomado de una colección (Krebs, 1999 
 
 
Pruebas de crecimiento en medio Rojo Congo y medio NFB 
 
Para determinar la capacidad de crecimientobacteriano bajo condiciones 
microaerofílicas, se empleó el medio semisólido NFB que es específico para 
bacteriasfijadoras de nitrógeno(Gujral et al., 2013) (Cassán et al., 2015), 100 uL 
de cultivo bacteriano fue inoculado en tubos de 1.5 mL con medio semisólido NFB 
e incubado a 30°C por 72 horas, luego un asa cargada del cultivo crecido fue 
trasferido a medio NFB fresco, el procedimiento se realizó una vez más, 
incubándose a 30°C por 72 horas en cada fase.El crecimiento bacteriano se 
determinó mediante un viraje del color verde del medio hacia el azul y la 
presencia de una película gruesa blanquecina.Asimismo, las cepas bacterianas 
fueron inoculadas en caldo de cultivo Rojo Congo (RC)(pH 7.0)e incubadas por 48 
horas a 30°C. 
 
Estas bacterias nativas fueron posteriormente inoculadas en semillas silvestres y 
evaluados funcionalmente como inoculantes microbianos, en base a su actividad 
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de promoción del crecimiento en el proceso inicial del desarrollo de plántulas de 
árboles nativos a nivel de laboratorio. 
 
Ensayos de compatibilidad bacteriana 
 
Se realizaron ensayos de compatibilidad con 9 de las 11 cepas bacterianas 
aisladas de la rizósfera de T. chrysantha y 7 de las 10 cepas de la rizósfera de T. 
billbergii. La selección de estas cepas se basó en los diferentes géneros 
bacterianos identificados en la rizósfera de ambas especies forestales. Se 
formaron consorcios bacterianos basados en la agrupación del máximo conjunto 
de cepas compatibles. 
 
Se utilizó el método de difusión en placa (Kumar et al., 2015) para comprobar la 
compatibilidad bajo condiciones in vitro, 100 uL de una bacteria fue dispersado en 
placas de medio TSA sobre los cuales se colocó discos de papel filtro estéril 
conteniendo 10 uL de diferentes cultivos bacterianos, las placas se incubaron a 
28°C por 48 horas.  
 
Ensayo de promoción de crecimiento de plantas, mediante la inoculación de 
cepas bacterianas aisladas de la rizósfera de las especies forestales T. 
chrysantha y T. billbergii. 
 
Se seleccionarán frutos de buena calidad,tamaño y madurez fisiológica adecuada 
sin presencia de plagas y enfermedades. Estos frutosfueron colocados en bolsas 
de papel Kraffy trasladados al  laboratorio de microbiología de la empresa 
Incabiotec.Las semillas se obtuvieron de forma mecánica con ayuda de un bisturí 
y colocadas en bandejas de poliestireno. Se seleccionaránlas semillas de 
Tabebuia chrysantha  y T.billbergii,eliminando aquellas quebradas, con daños con 
patógenos, insectos y otras impurezas. Luego se realizó un descarte de semillas 
vanas mediante el método de flotación en agua. 
 
Las semillas fueron sumergidas en alcohol al 65% agitando suavemente el tubo 
por un minuto, luego se enjuagaron dos veces con agua estéril por 3 minutos. Se 
adicionó Hipoclorito de sodio al 0.5% agitando por 10 minutos, se realizó un 
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enjuague con agua estéril durante 1 minuto, seguido de cuatro enjuagues de 3 
minutos cada uno, 100 uL del agua del tercer enjuague fue plaqueado en medio 
TSA para confirmar el éxito de la desinfección.  
 
Una colonia simple bacteriana fue crecida en caldoTripticasa soya (TSB) a 28°C 
por 24 horas, las células fueron centrifugadas y el pellet obtenido resuspendido en 
sulfato de magnesio 10mM ajustado a una densidad óptica de 1.8 a 600 nm(Poole 
et al., 2001). Una alícuota de 1 ml (10-8 UFC) de cultivo bacteriano fue inoculado a 
cada semilla, las cuales fueron sembradas en sustrato estéril (para asegurar la 
sola interacción entre la especie vegetal y la bacteria inoculada)que contenía 60% 
de Limo de río, 10% arena, 20% perlita y 10% de vermiculita. Las condiciones 
ambientales en que crecieron las plántulas fueron: Tº, 26-28ºC y HºR, 70-80%. 
 
La evaluación se realizó a los 28 días después a la inoculación.En este ensayo se 
utilizaroncepas bacterianas probadas por su capacidad para promover el 
crecimiento de las plantas:Bacillus amyloliquefaciens y Pseudomonas putida, 
independientes y en consorcio (grupo 1) y el grupo 5 para Tabebuia 
chrysantha(Tabla 07),  Para el caso deT. billbergii se inocularon cepasdel grupo 
03, individuales y en consorcio(Tabla 08); además,se inoculó el consorcio de 
Azotobacter tropicalis + Pseudomonas sp. Se consideró un control (semillas sin 
inocular).Las variables evaluadas fueron: longitud de la raíz principal, longitud del 
tallo y parte aérea, número de raíces secundarias y número de hojas.  
 
Observación de la colonización de hongos y bacterias en raíces de plántulas 
de Tabebuia billbergii, mediante microscopía confocal de barrido laser 
 
Se utilizaron plántulas inoculadas con cepas fúngicas y bacterianas después de 
28 días posteriores a la inoculación. Se tomaronraíces de 0.5 cm de largo 
colonizadas por la bacteriaPseudomonas sp (STB-25A), aislada de la rizósfera de 
plántulas de Tabebuia billbergii, las cualesfueron sumergidas en una solución de 
Acridine Orange a 1% de concentración final (Acridine Orange, stock 10 Mg/mL, 
con luz de excitación de 431 nm y de emisión de 520 nm; Marca Invitrogen) por 
un periodo de 30 minutos.Para el caso de la observación de la colonización de 
hongos, igualmente se tomaron 0.5 cm de muestras de raíces colonizadas por el 
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hongo Aspergillussp.,  las cuales fueron sumergidas en solución de Bromuro de 
Etidio (10 Mg/mL, Luz de excitación de 524 nm y de emisión de 605 nm; Marca 
Applichem).Cada muestra fue colocada en una lámina portaobjetos y observada 
directamente en unMicroscopio Confocal de Barrido Laser (Marca Olympus 
FV10i).  
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4. RESULTADOS 
 
Caracterización de la microbiotabacteriana y fúngica de la raíz, rizósfera y 
filósferade los guayacanes en base de técnicas dependientes de cultivo 
microbiano. 
Se identificaron un total de 51 microorganismos asociados a Tabebuia 
chrysantha(31) yTabebuia billbergii (20). La identificación molecular se realizó 
mediante el uso de iniciadores universales ITS1 e ITS4 para hongos y 27F y 
1492R para bacterias.  
EnTabebuia chrysanthase identificaron 8 géneros bacterianos, siendo elmás 
abundanteel géneroBacillus(9 especies) con 6 especies asociadas a la filósfera, 2 
a rizósfera y 1 a raíz, seguido de Pseudomonas con 1 especie de la rizósfera y 1 
de filósfera, Paenibacillus con 2 especies de la raíz y con una especie en la 
rizósfera en los géneros Enterobacter, Serratia, Acinetobacter, Exiguobacterium y 
Lysinibacillus(tabla 1). Se identificaron además, 6 géneros de hongos, siendo el 
más abundante Fusarium (5 especies) 4 asociadas a la rizósfera (F. solani) y una 
a raíz (F. phaseoli), seguido del género Saksenaea (3 especies) 2 de rizósfera y 1 
raíz, Trichoderma 2 especies de la rizósfera (Trichoderma harzianum), 1 
Aspergillus de la rizósfera, 1 Latorua de raíz y 1 Penicillium de raíz (tabla 2).  
En la tabla 3 observamos que en Tabebuia billbergii se identificaron 7 géneros 
bacterianos, siendo el más abundante Bacillus (4 especies) todos asociadas a la 
filósfera, Pseudomonas(4 especies) 3 de rizósfera y 1 de filósfera, Enterobacter (2 
especies de la rizósfera), Klebsiella (2 especies en rizósfera) y con una especie 
en los géneros Azotobacter, Pantoea y Acinetobacter. En cuanto a hongos 
lograron identificarse 4 géneros, todos aislados de la filósfera, Diaporthe (2 
especies) y con una sola especie Colletotrichum, Podospora y Curvularia(tabla 4). 
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Tabla 01.Identificación molecular de bacterias asociadas a la filósfera y 
rizósfera enTabebuia chrysantha 
Cepa 
Tamaño 
secuencia 
Identificación más cercana 
en Genbank 
% de 
identidad 
Fuente 
HC1-A 939 Bacillus sp 99 Filósfera 
HC1-B 1495 
Bacillus subtilis subsp. 
spizizenii 
100 Filósfera 
HC-2-A 617 Bacillus pumilus 99 Filósfera 
HC-2-B 1371 Bacillus sp 99 Filósfera 
HC-3-A1 441 Pseudomonas stutzeri  100 Filósfera 
HC-3-B2 1513 Bacillus amyloliquefaciens 99 Filósfera 
HC-4 1466 Bacillus subtilis  99 Filósfera 
RD-12B 1489 Paenibacillus sp 99 Raíz 
RG-12 243 Paenibacillus sp 96 Raíz 
RS12-A  1476 Pseudomonas putida 99 Rizósfera 
RS12-B  1484 Enterobacter cloacae 99 Rizósfera 
RTC 6 A 747 Bacillus thuringiensis 100 Raíz 
STC 6 B  449 Serratia marcescens 84 Rizósfera 
TCS 1-E 1112 Acinetobacter johnsonii 99 Rizósfera 
TCS1-A 1490 
Bacillus amyloliquefaciens 
subsp Plantarum 
99 Rizósfera 
TCS1-B 780 Exiguobacterium profundum 97 Rizósfera 
TCS1-C 1427 Lysinibacillus fusiformis 98 Rizósfera 
TCS1-F 1266 Bacillus cereus 99 Rizósfera 
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Tabla 02.Identificación molecular de hongos asociados a la filósfera en 
Tabebuia chrysantha. 
Cepa 
Tamaño 
secuencia 
Identificación más 
cercana en Genbank 
% de 
identidad 
Fuente 
STC-6E Cetri 556 Saksenaea vasiformis 88% Rizósfera 
STC-1B Cetri 792 Fusarium solani 100% Rizósfera 
STC-6G1 577 Fusarium solani 99% Rizósfera 
STC-6DC 723 Aspergillus aculeatus 100% Rizósfera 
STC-6DA 684 Saksenaea vasiformis 90% Rizósfera 
RTC-6C1 736 Latorua caligans 99% Raíz 
STC-6B 613 Fusarium solani 99% Rizósfera 
STC-25 Cetri 682 Trichoderma harzianum 97% Rizósfera 
RTC-6-C2 882 Penicillium rubidurum 99% Raíz 
STC-6C 802 Trichoderma harzianum 96% Rizósfera 
RTC-6-A 711 Fusarium phaseoli 99% Raíz 
STC-6G 822 Fusarium solani 99% Rizósfera 
RS-12-A Cetri 663 Saksenaea vasiformis 92% Raíz 
 
Tabla 03.Identificación molecular de bacterias asociadas a la filósfera y 
rizósfera enTabebuia billbergii 
Cepa 
Tamaño 
secuencia 
Identificación más 
cercana en Genbank 
% de 
identidad 
Fuente 
HS 1504 Bacillus firmus 100 Filósfera 
HS-15D 961 Bacillus subtilis 98 Filósfera 
HS24-B 1463 Bacillus sp 99 Filósfera 
HS24-C-1 1360 Bacillus cereus 100 Filósfera 
HSTB-6 B1 724 Pseudomonas sp 99 Filósfera 
STB-12 A1 C  622 Enterobacter sp 95 Rizósfera 
STB-12 A1A1  605 Enterobacter sp 92 Rizósfera 
STB-12 A2A 678 Klebsiella variicola 95 Rizósfera 
STB-12 D  732 Pseudomonas sp 100 Rizósfera 
STB-25 A1B1  728 Pseudomonas sp 100 Rizósfera 
STB-25 A1B2  741 Pseudomonas sp 99 Rizósfera 
STB-25 B1B  730 Azotobacter tropicalis 98 Rizósfera 
STB-25 E1A  733 Pantoea agglomerans 96 Rizósfera 
STB-25 E2A  741 Acinetobacter pittii 99 Rizósfera 
STB-25 G1B  733 Klebsiella pneumoniae 100 Rizósfera 
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Tabla 04.Identificación molecular dehongos asociados a la filósfera en 
Tabebuia billbergii. 
cepa 
Tamaño 
secuencia 
Identificación más cercana 
en genbank 
% de 
identidad 
Fuente 
HD-6-2A 593 Colletotrichum boninense 99 Filósfera 
HS-6-B 492 Podospora austroamericana 99 Filósfera 
HD-15-1 555 Diaporthe sp 99 Filósfera 
HS-15-B 517 Curvularia lunata 100 Filósfera 
HD-22-1 495 Diaporthe sp 99 Filósfera 
 
 
Caracterización de la microbiota bacteriana y fúngica de la rizósfera en base 
de técnicas independientes de cultivo microbiano (Metagenómica). 
Las secuencias obtenidas fueron analizados en la plataforma de análisis 
automatizado Metagenomics RAST (Mg-RAST versión 3.6) 
(http://metagenomics.anl.gov/metagenomics.cgi?page=Logout),empleando la 
base de datosGreen genes para secuencias del gen 16S rRNA para bacterias y la 
base de datos SIVA LSU (base de datos de ARNr de la subunidad mayor del 
ribosoma para eucariotas) para hongos. Par generar el árbol filogenético se utilizó 
el máximo valor E-value de 1E-30, 90% de mínimo porcentaje de identidad y la 
mínima longitud de alineamiento de 20.  
En la figura 01se muestra 11 filum de bacterias asociados a la rizósfera de las 
especies Tabebuia chrysantha (Rojo 4670439.3) y Tabebuia billbergii (verde 
4670440.3),siendo los filummásrepresentativos para T. chrysantha, 
Proteobacteria (18.61%), Actinobacteria (11.93%), Verrucomicrobia (6.62%) y 
Firmicutes (6.10%) y para T.billbergii,Firmicutes (19.17%),Actinobacteria 
(14.90%), Proteobacteria (8.94%)yVerrucomicrobia (6.17%). 
La riqueza se evaluó en base a la rarefacción obtenida a partir del número de 
secuencias y los OTUs definidos, elaborándose curvas de rarefacción para ambas 
muestras. La curva de rarefacción para el gen 16s rRNA para bacterias con 90% 
de similitud de nucleótidosmostró que, existe menor diversidad de especies en la 
muestra de rizósfera de T. billbergii(A), respecto a T. chrysantha(B), esto se 
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Filo 
evidencia en la pendiente formada por la curva,la cual tiende a la derecha 
conforme se realizan las lecturas, asimismo, se observa mayor número de 
especies, mientras más lecturas son realizadas (Figura 02).Asimismo, la riqueza y 
diversidad mediante el software PAST versión 3.11,nosindicaque, existe mayor 
diversidad y riqueza en la rizósfera de T. chrysantha, según el índice deCHAO 
para riqueza y el Índice de Shannonpara diversidad Alfa, respecto a la rizósfera 
de T. billbergii, la diversidad Beta(0.51)nosindica que ambas muestras comparten 
especies en común (Tabla 05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 01.Árbol filogenético de los géneros de Bacterias presentes en la rizósfera 
de T. billbergii (Barra Verde) y T. chrysantha (Barra roja), usando MSNR por 
anotación (Mg-RAST versión 3.6) con un máximo valor de 1E-30, 90% de mínimo 
porcentaje de identidad, más de 100 bases y la mínima longitud de alineamiento de 
20. 
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Figura 02. Curva de rarefacción del dominio Bacteria mostrando ladiversidad y 
riqueza en la rizósfera de Tabebuia chrysantha (A) y Tabebuia billbergii(B) en 
relación al número de especies identificadas.(Determinación basada mediante el 
softwarePAST versión 3.11). 
 
 
 
 
 
Tabla 05. Estimación de la riqueza e Índices de diversidad en la rizósfera de 
T chrysantha y T. billbergii asociada al dominio bacteria. 
Muestra 
(rizósfera) 
 
Riqueza 
  
Diversidad 
 
Observada 
 
CHAO 
  
Alfa 
 
Beta 
T. chrysantha 241 330.4  2.511 
0.51 
T. billbergii 91 143.8  2.348 
 
 
 
El análisis taxonómico indica que los filosmás abundantes en la rizósfera paraT. 
chrysantha son Proteobacteria (0.18) y Actinobacteria (0.11); mientras que para 
T.billbergiidestacanFirmicutes (0.19)yActinobacteria (0.14) (Figura 03). A nivel de 
género, en T. chrysantha se identificaron 213 géneros asociados a la rizósfera, 
Tabebuia chrysantha 
Tabebuia billbergii  
E
s
p
e
c
i
e
s 
Lecturas 
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con una abundancia relativa mayor a 0.01, destacandoChthoniobacter (a.r.: 0.05), 
Bacillus (a.r.: 0.03), Desulfosporosinus (a.r.: 0.02), Streptomyces (a.r.: 0.02), 
Candidatus (a.r.: 0.02), entre otros géneros con a.r. de 0.01, en esta muestra se 
identificaron cuarto grupos del filo Proteobacteria con alta lectura, que solo 
llegaron a clasificarse a nivel de clase: Alphaproteobacteria (a.r.: 0.05), 
Betaproteobacteria (a.r.: 0.02), Deltaproteobacteria(a.r.: 0.02) y 
Gammaproteobacteria (a.r.: 0.05) (Figura 04). En T.billbergiise identificaron 81 
géneros asociados a la rizósfera, con una abundancia relativa mayor a 0.01, entre 
los cuales tenemos a:Lysinibacillus (a.r.: 0.06), Chthoniobacter (a.r.: 0.05), 
Rubrobacter (a.r.: 0.05), Amycolatopsis (a.r.: 0.02), Streptomyces (a.r.: 0.02), 
Bacillus (a.r.: 0.12), y otros con a.r. de 0.01. Al igual que en T. chrysantha, se 
identificaroncuarto grupos del filo Proteobacteria,que solo llegaron a clasificarse a 
nivel de clase: Alphaproteobacteria (a.r.: 0.01), Betaproteobacteria (a.r.: 0.01), 
Deltaproteobacteria(a.r.: 0.02) y Gammaproteobacteria (a.r.: 0.01)(Figura 04). 
 
 
 
 
Figura 03.Abundancia relativa (a.r.) de los filos del dominio Bacteria presentes en la 
rizósfera de T. chrysantha y T. billbergii. Las barras representan el error estándar 
±0.05.  
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Fil
o 
El dominio eucariota estuvo representado por tres filum pertenecientes a hongos 
asociados a la rizósfera deTabebuia chrysantha (Rojo 4682769.3) y Tabebuia 
billbergii (verde 4682768.3):Ascomycota, Basidiomycota y Glomeromycota(Figura 
05). 
La riqueza se evaluó en base a la rarefacción obtenida a partir del número de 
secuencias y los OTUs definidos, elaborándose curvas de rarefacción para ambas 
muestras. La curva de rarefacción para la subunidad mayor del ribosoma (LSU) 
para eucariotas (hongos) con 90% de similitud de nucleótidos mostró que, existe 
menor riqueza y diversidad de especies en la muestra de rizósfera de T. 
billbergii(A), respecto a T. chrysantha(B); esto se evidencia en la longitud de la 
curva alcanzada por A con una mayor cantidad de especies a  mayor número de 
lecturas, en comparación de B cuyo crecimiento se detiene en cierto número de 
lecturas (Figura 06). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 05.Árbol filogenético de los géneros Eucariota (hongos) presentes en la 
rizósfera de T. billbergii (barra Verde) y T. chrysantha (barra roja), usando MSNR 
por anotación (Mg-RAST versión 3.6) con un máximo valor de 1E-30, 90% de 
mínimo porcentaje de identidad, más de 100 bases y la mínima longitud de 
alineamiento de 20. 
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Figura 06. Curva de rarefacción del dominio Eucariota (hongos) mostrando la 
diversidad y riqueza en la rizósfera de Tabebuia chrysantha (A) y Tabebuia 
billbergii(B) en relación al número de especies identificadas. (Determinación basada 
mediante el software PAST versión 3.11). 
 
 
 
Tabla 06. Estimación de la riqueza e Índices de diversidad en la rizósfera de 
T chrysantha y T. billbergii asociada al dominio Eucariota (Hongos). 
Muestra 
(rizósfera) 
 
Riqueza 
  
Diversidad 
 
Observada 
 
CHAO 
  
Alfa 
 
Beta 
T. billbergii 123 156.3  2.232 
0.50 
T. chrysantha 148 175  2.764 
 
 
El análisis taxonómico nos muestra que el filomás abundante en la rizósfera de T. 
chrysantha es Ascomycota (0.98)en contraste conuna abundancia muy baja de 
Basidiomycota(0.009) y Glomeromycota (0.0001). EnT.billbergii los 
filosGlomeromycota (0.56) y Ascomycota (0.39.) son los más abundantes (Figura 
07). 
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A nivel de género, en T. chrysantha se identificaron 90 génerosasociados a la 
rizósfera, con una abundancia relativa mayor a 0.05, entre los cuales 
tenemos:Emericella (a.r.: 0.18), Thelonectria (a.r.: 0.14), Microdochium (a.r.: 0.13), 
Chaetomium (a.r.: 0.12), Penicillium (a.r.: 0.09), y géneros con a.r. superior al 
0.01: Acrophialophora (a.r.: 0.03), Colletotrichum (a.r.: 0.02), Hortaea (a.r.: 0.02), 
Stachybotrys (a.r.: 0.02),Phoma (a.r.: 0.01), Myrothecium (a.r.: 0.01), Metarhizium 
(a.r.: 0.01), Aspergillus (a.r.: 0.01) (Figura 08). En T.billbergiise identificaron 79 
géneros asociados a la rizósfera, con una abundancia relativa mayor a 0.05, 
dentro de ellos tenemos:Rhizophagus (a.r.: 0.56) yFusarium (a.r.: 0.08), los 
géneros con a.r. superior al 0.01: Talaromyces (a.r.: 0.04), Lepidosphaeria (a.r.: 
0.03), Peyronellaea (a.r.: 0.03),Morchella (a.r.: 0.03),Mortierella (a.r.: 0.03), 
Chaetomium (a.r.: 0.02), Hortaea (a.r.: 0.02), Mycosphaerella (a.r.: 0.02), Phoma 
(a.r.: 0.02), Microdochium (a.r.: 0.02), Trichoderma (a.r.: 0.02),Aspergillus (a.r.: 
0.01) yScytalidium (a.r.: 0.01). (Figura 08). 
 
 
 
 
 
 
Figura 07.Abundancia relativa (a.r.) de los filos del dominio Eucariota 
(hongos)presentes en la rizósfera de T. chrysantha y T. billbergii. Las barras 
representan el error estándar ±0.05.  
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Crecimiento en medios de cultivo, Rojo Congo (RC) y Bacterias Fijadoras de 
Nitrógeno (NFB) 
 
Los resultados mostraron que un gran número de bacterias aisladas de la 
rizósfera de Tabebuia chrysanthay Tabebuia billbergii fueron capaces de crecer 
en el medio semi sólidoNFB libre de N bajo condiciones aeróbicas, lo que sugiere 
la presencia de la capacidad de fijación de nitrógeno, destacando las 
especies,Serratia marcescens, Pantoea agglomerans, Paenibacillus sp, 
Acinetobacter pittiiy Pseudomonas putida(Tabla 07). 
 
Se observó el crecimiento de todas las cepas bacterianas en el medioRojo Congo 
(pH 7.0); así como la capacidad de algunas de ellas de decolorar el Rojo 
Congo(Figura 09). 
 
 
  
 
Figura 09. Crecimiento de Serratia marcescens en medios específicos. Izquierda: A, 
crecimiento en medio para Bacterias Fijadoras de Nitrógeno (NFB) después de 72 horas 
de incubación. Nótese la película bajo la superficie, señalada con una flecha. Derecha: 
B, Crecimiento en medio Rojo Congo (RC) después de 48 horas de incubación. C: 
control 
 
 
 
C 
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Ensayos de compatibilidad bacteriana 
Teniendo en cuenta los diferentes géneros bacterianos identificados en la 
rizósfera deT. chrysanthay T. billbergii, se ensayaron 9 de las 11 cepas 
bacterianas de la primera y 7 de las 10 cepas de la segunda especie. La 
formación de consorcios bacterianos se basó en la agrupación del máximo 
conjunto de cepas compatibles, evitando aquellas antagonistas de cualquier 
integrante del consorcio (Figura 10).Los resultados de confrontación de 
antagonismo mostraron,que existe antagonismo en algunas de las cepas, en 
especial en las bacterias asociadas a la rizósfera de Tabebuia chrysantha como 
Bacillus amyloliquefaciens que fue antagonista de casi todas las demás bacterias 
y solo mostró compatibilidad con Pseudomonas putida, de allí la formación de un 
consorcio dual;sin embargo, esto no impidió poder formar consorcioscompatibles.  
 
Se determinaron cinco agrupaciones (consorcios) de bacterias asociadas a la 
rizósfera de Tabebuia chrysantha(Tabla 08) ytres grandes grupos de bacterias 
asociadas a la rizósfera de Tabebuia billbergii(Tabla 09). 
 
 
Figura 10. Ensayo de confrontaciónde bacterias de la rizósfera de T. chrysantha para 
determinar la compatibilidad y posterior formación de los consorcios microbianos. 
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Tabla 08. Consorcios de compatibilidad de Bacterias asociadas a Tabebuia chrysantha 
Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04 Grupo 05 
Bacillus amyloliquefaciens Serratia marcescens Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii Serratia marcescens 
Pseudomonas putida Exiguobacterium profundum Exiguobacterium profundum Lysinibacillus fusiformis Lysinibacillus fusiformis 
 
Bacillus cereus Bacillus cereus Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae 
 
Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae Paenibacillus sp Paenibacillus sp 
 
Paenibacillus sp Paenibacillus sp Pseudomonas putida Pseudomonas putida 
 
Pseudomonas putida Pseudomonas putida 
  
 
 
 
 
Tabla 09. Consorcios de compatibilidad de Bacterias asociadas a Tabebuia billbergii 
Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 
Klebsiella variicola Klebsiella variicola Klebsiella variicola 
Enterobacter sp Enterobacter sp Acinetobacter pittii 
Pseudomonas sp (STB 12D) Pantoea agglomerans Pantoea agglomerans 
Pseudomonas sp (STB 25A) Pseudomonas sp (STB 25A) Pseudomonas sp (STB 25A) 
Azotobacter tropicalis Azotobacter tropicalis Azotobacter tropicalis 
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Efecto de la inoculación de cepas bacterianas aisladas de la rizósfera en 
semillas de las especies forestales T. chrysantha y T. billbergii 
 
Los resultados mostraron que, después de 28 días posteriores a la inoculación, 
las cepas bacterianas en general, fueron capaces de estimular el crecimiento de 
la raíz principal,raíces secundarias, longitud del tallo y longitud totalde la parte 
aérea de las plántulasen T. chrysanthay T. billbergiien referencia con el grupo 
control. 
 
La inoculación de Pseudomona putida y Bacillus amyloliquiefaciensensemillas de 
T. chrysanthadio como resultado un incremento de 4 veces la longitud de la raíz 
principal ynúmero de raíces secundarias, respecto al control, cuando fueron 
inoculados de manera individual, a diferencia de la inoculación en consorcio que 
no tuvo diferencia significativa con el control. Por otro lado, la inoculación del 
consorcio de bacterias del grupo 05 tuvo diferencia no significativa con respecto al 
control (Figura 11).  
 
En T. billbergii, la mayor longitud de raízy número de raíces secundarias se 
obtuvo con el consorcio formado por Pseudomonas sp + Azotobacter tropicalis, 
seguido del consorcio 03, con incrementos de 2,5 y 2 veces, respectivamente con 
relación al control;con ambos consorcios se obtuvo similar número de hojas; 
mientras que,la mayor longitud de parte aérea se alcanzó en las plántulas 
inoculadas con Pantoea agglomerans, pero con un bajo nivel de producción de 
raíces secundarias (Figuras 12). 
. 
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Observación de la colonización de hongos y bacterias en raíces de 
plántulas de Tabebuia billbergii, mediante microscopía confocal de 
barrido laser 
 
 
Aspergillus sp. yPseudomonas sp,mostraron colonización de las raíces de 
las plántulas deTabebuia billbergii., después de 28 días de inoculadas. Para 
el caso del hongo la colonización inicial se limita a la superficie (región 
epidérmica) de la raíz principal, extendiéndose posteriormente a los pelos 
radicales (Figura 13). En las muestras de raíces inoculadas con la bacteria 
Pseudomonas sp,se puedeobservar que, la colonización se inicia en los 
pelos radicales de las raíces laterales y la región rizoplano de la plántula 
(Figura 14).   
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Figura 13. Microfotografía confocal de la colonización del hongo Aspergillus sp en la raíz 
principal de plántulas de Tabebuia billbergii., teñidas con Bromuro de Etidio, después de 
28 días de inoculadas. A: colonización en la superficie epidérmica de la raíz principal. 
Barra: 100m. B: Se muestran superposiciones de fluorescencia de luz (falso color 
verde).Barra: 150m. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14.Microfotografía confocal de la colonización de Pseudomonas sp en los pelos 
radicales de las raíces laterales de plántulas de Tabebuia billbergii., teñidas con 
acridine orange, después de 28 días de inoculadas. Barra: 150m. 
150µm 150µm 
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5. DISCUSIÓN 
 
Muchos microorganismos presentan una interacción benéfica con varias especies 
de plantas, produciendo  una amplia diversidad  de compuestos bioactivos que 
promueven el crecimiento y desarrollo de las plantas.Con este estudio, se sienta 
las bases de nuevos conocimientos sobre la ecología de lamicrobiota que habitan 
en nichos de la rizósfera y filósfera de las especies forestalesdeT. chrysantha y T. 
billbergii. 
 
Las bacterias endófitas y las asociadas a la rizósfera y filósfera, normalmente se 
han caracterizado y enumerado utilizando enfoques basados en el cultivo 
tradicional,aunque tales métodos son altamente dependientes del medio utilizado 
para el aislamiento y las condiciones de incubación(Kobayashi y Palumbo, 2000). 
Por el contrario, los métodos de cultivos independientes, basados en ARNr 16S 
pueden detectar bacterias no cultivables colonizadoras de plantas, así como 
aquellas bacterias que se encuentran en baja abundancia o aquellas que crecen 
tan lentamente y que se pierden por los protocolos basados en el cultivo  
tradicional. La siguiente generación de pirosecuenciación de los amplicones del 
gen 16S rRNA proporciona un enfoque de alta resolución para evaluar estas 
comunidades asociadas a plantas y está empezando a ser aplicado a los estudios 
de la filósfera en sistemas ecológicos (Klerks et al., 2007) 
 
En la presente investigación, mediante técnicas de cultivo microbiano y eluso de 
herramientas moleculares tales como el análisis de la secuencia de espacios 
transcritos internos (ITS) en la identificación de hongos (Wang et al., 2011) y el 
análisis de la secuencia del gen 16S rRNA para bacterias(Naveed et al., 2014), se 
identificaron en la rizósfera y filósfera de T. chrysantha, alrededor de 18 bacterias 
de los géneros Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus, Enterobacter, Serratia, 
Acinetobacter, Exiguobacterium, Lysinibacillus y 13 hongos de los géneros 
Fusarium, Saksenaea, Trichoderma, Aspergillus, Latorua y Penicillium; en tanto 
que en T. billbergii,se identificaron 15 bacterias de los géneros Bacillus, 
Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella, Azotobacter, Pantoeay Acinetobacter y 5 
hongos de los géneros Colletotrichum, Podospora, Diaporthe, Curvularia. Es 
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posible que el uso de otros medios de cultivo pueden haber dado lugar a un 
mayor número de cepas distintas, aunque los dos tipos de medios de cultivo 
utilizados (TSA y PDA) permitieron el crecimiento de la mayoría de 
microorganismos  aislados. 
Sin embargo,  el análisis metagenómico nos permitió tener un panorama más 
completo de la estructura de las comunidades microbianas presentes en la 
rizósfera de cada especie arbórea. En las muestrasde rizósferadeambas especies 
forestales analizadas,se detectaron un total de  563 OTUs, que representa el 11 
filum de bacterias(o subfilum en el caso de las Proteobacterias) diferentes, 
siendolos filum más representativos para T. chrysantha, Proteobacteriay 
actinobacteriay los géneros más dominantes fueron Chthoniobacter yBacillus; 
mientras que, enT. billbergii, destacan Firmicutes yActinobacteria con los géneros 
dominantes Lysinibacillus, Chthoniobacter yRubrobacter.La comunidad fúngica 
asociada a la rizósfera de T. chrysantha estuvo dominada por representantes del 
filum Ascomycota y a nivel de género, Emericella. En T.billbergii, destacó el 
dominiode los filos Glomeromycota y Ascomycota), y los géneros más 
abundantes,Rhizophagus  y Fusarium. 
 
Algunos de estos géneros detectados, han sido reportados en estudios realizados 
y que demuestran que entre los principales génerosrizobacterianosse incluyen a 
especies que pertenecen a Acetobacter,Arthrobacer, Azospirillum, Azotobacter, 
Bacillus, Flavobacter, Pseudomonas, Proteus,Rhizobium, Serratia, Xanthomnonas 
y otros  (Glick, 1995).  
 
La fijación biológica del nitrógeno es un factor importante que debe tenerse en 
cuenta, ya que puede disminuir el uso de fuentes nitrogenadas y reducir la 
contaminación ambiental a grados considerables. El medio semisólido NFB es 
específico para bacterias que son capaces de crecer en condiciones 
microaerofílicas y evaluar su capacidad diazotrófica (Cassán et al., 2015). La 
capacidad de los microorganismos se mide por la formación de una delgada 
película bajo la superficie del medio (Hossain et al., 2015). Klebsiellafue una de 
las primeras cepas en las que se dilucido la genética de la fijación de nitrógeno 
(Franche, Lindstrom y Elmerich, 2009). Otras cepas han sido reportadas, entre las 
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que se encuentran, Enterobacter, Azotobacter, Acinetobacter,Pantoae, 
Pseudomonas, Exiguobacterium(Madhaiyan et al., 2013; Kumar et al., 2011; Bal 
et al., 2012; Sharma y Roy 2015; Reghuvaran et al., 2012).  
En esta investigaciónun gran número de bacterias aisladas de la rizósfera de 
Tabebuia chrysanthay Tabebuia billbergii, fueron capaces de crecer en el medio 
semi sólidoNFB libre de N bajo condiciones aeróbicas, lo que sugiere la presencia 
de la capacidad de fijación de nitrógeno, destacando las especies,Serratia 
marcescens, Pantoea agglomerans, Paenibacillus sp, Acinetobacter pittiiy 
Pseudomonas putida.Gujral et al.(2013), en pruebas realizadas conSerratiaen 
sorgo, verificaron la formación de la película, indicando movimiento de aerotaxis 
de las bacterias hacia la zona microaeróbica del medio semisólido NFB, 
estableciendo que la concentración de oxigeno juega un rol importante en la 
fisiología de los diazótrofos. Andrade et al. (2014), también demostró la capacidad 
de cepas de los géneros Bacillus, Klebsiella,Paenibacillus, Lysinibacillusde crecer 
en el  medio semisólido NFB; además dedetectar por análisis de PCR la 
presencia de la secuencia parcial del gen nifH.Sus resultados demuestran que 
aquellas cepasque son capaces de crecer en el medio NFB presentan la copia del 
gen, por el contrario no todas las cepas que presentaban la copia del gen fueron 
capaces de crecer en el medio NFB.  
La capacidad de las bacterias de decolorar el medio rojo Congo ha sidoreportada 
por diversos autores. En nuestro estudio,observamosel crecimiento de todas las 
cepas bacterianas en el medioRojo Congo (pH 7.0); así como la capacidad de 
algunas de ellas de decolorar el Rojo Congo(Tabla 09). Dentro de estas 
bacteriasse encuentran los géneros, Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella, que 
han sido reportados porJalandoni-Buan et al. (2010) y Ng et al. (2014). Loncar et 
al. (2014),manifiestanque ello se debe a la acción de las enzimas enzimas  
Lacasas, producidas por algunas cepas como Bacillus amyloliquiefaciens. 
Lalacasaes importante; pues es una enzima que interviene en a catálisis de 
muchos compuestos fenólicos tales como la lignina, de esta forma los 
microorganismos con esta capacidad contribuyen al reciclaje de la materia 
orgánica en los ecosistemas naturales (Feng et al., 2015). 
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La capacidad de los microorganismos de formar asociaciones sinérgicas es muy 
importante para poder interactuar en la naturaleza.En este ensayo se determinó la 
capacidad de asociaciónde los microorganismoscomo un consorcio de 
microorganismos compatibles, destacando, Pseudomonas putida y Bacillus 
amyloliquefaciens,aislados de la rizósfera de T. chrysantha,y Azotobacter 
tropicalis y Pseudomonas spenT. billbergii. 
 Muchos estudios, reportan la inoculación individual y  en consorcio de 
microorganismos nativos e introducidos, con efectos benéficos al hospedero a 
nivel de laboratorio (Zinniel et al., 2002). El efecto de monoinoculaciones o 
consorcios de individuos introducidos puede alterar la estructura de las 
comunidades nativas presentes en el suelo, lo cual sería perjudicial; asimismo, las 
comunidades nativas del suelo pueden competir con los microorganismos 
foráneos introducidos causando su desaparición y por ende pérdida del efecto 
benéfico (Trabelsi y Mhamdi, 2013). Kumar et al. (2015), reportan  la capacidad 
de asociación de estas dos cepas, y realizan múltiples pruebas evaluando la 
producción de Ácido Indol Acético, actividad ACC diaminasa, producción de 
sideróforos, resistencia a estrés por sequía en plántulas inoculadas y 
solubilizarían de fosfatos. Chatli et al. (2008) yKumar et al. (2009),Inocularon las 
cepas de Azotobacter  y Pseudomonas de manera individual y en consorcio en 
plántulas de Withania somnifera obteniendo muy buenos resultados. 
Hace años se conoce que, muchas cepas de rizhobacterias y hongos promotoras 
del crecimiento de plantas (PGPR y PGPF)pueden causar alteraciones en la 
arquitectura del sistema de raíces en lasplantas huésped  mediante la promoción 
de la formación de raíces secundarias ymejorando así la capacidad de 
exploración de la raíz. Sin embargo, sólo recientemente los mecanismos 
moleculares que sustentan esos fenómenos comenzaron a ser diseccionado en 
niveles genéticos y moleculares (López-Bucio et al., 2007; Contreras-Cornejo et 
al., 2009; Felten et al., 2009). 
 
Investigaciones realizadas hacen referencia a que en forma colectivaPGPRP y 
GPF, siempre han demostrado  capacidad para promover el crecimiento de las 
plantas, mejorar su nutrición, y proteger a las mismas de diversos formas de 
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estrés abiótico y las enfermedades transmitidas por el suelo (Ryu et al., 2003; 
Lugtenberg y Kamilova, 2009; Yang et al., 2009; Blom et al., 2011; Schwachtje et 
al., 2011). 
 
Los resultados experimentales en este estudio, después de 28 días posteriores a 
la inoculación de semillas, mostraron que todas las cepas bacterianas en general,  
fueron capaces de estimular el crecimiento de la raíz principal, raíces 
secundarias, longitud del tallo y longitud total de la parte aérea de las plántulas en 
las dos especies forestales,en referencia con el grupo control (tabla 09). El mejor 
efecto de la inoculación se observa en una buena producción de raíces, sobre 
todo en plántulas inoculadas con las cepas Pseudomonas putida y B. 
amyloliquiefaciens,y el consorcioPseudomonas sp + Azotobacter tropicalis. 
 
Son múltiples los trabajos que reportan la inoculación de estas cepas con 
beneficios positivos para la planta (Kumar et al., 2009; Naseri et al., 2012; Kumar 
et al., 2015). La producción de raíces secundarias es muy importante, porque 
determina la arquitectura de la planta, provee de anclaje, contribuye a la eficiencia 
en el uso de agua y facilita la extracción de micro y macronutrientes del suelo 
(Casimiro et al., 2007).Algunas rizobacterias Gram negativas 
comoPseudomonaspuedenconducir la plasticidad del desarrollo en las raíces 
mediante la inhibición de la elongación de la raíz primaria y promoviendo la 
formación de pelos radiculares y raíces laterales, modificando así la arquitectura 
de sistema radicular(Zamioudis et al., 2007). Aunque, en este estudio no se han 
hecho determinaciones de auxinas,estos cambios morfológicos han sido 
atribuidos a la producción de auxinas bacterianas como el Ácido Indol Acetico 
(AIA), sin embargo existen mecanismos múltiples,tales como la fijación de 
nitrógeno, solubilización de fosfato y actividad desaminasa del ácido 1-
aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) que junto con la biosíntesis de AIA, son 
responsables de promover el crecimiento (Spaepen y Vanderleyden, 2013).B. 
amyloliquiefaciens es una cepa productora de auxinas, cuya estimulación 
promueve el crecimiento y ramificación radicular, conduciendo a un incremento en 
el área disponible para la colonizaciónbacteriana(Talboys et al., 2007).  
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La colonización del interior de la planta por bacterias, generalmente comienza con 
su establecimiento en la rizosfera. Después de la colonización de la rizosfera, las 
bacterias se adhieren a la superficie de la raíz (rizoplano). Un número de estudios 
mutacionales mostraron que la unión de células bacterianas a la raíz es un paso 
crucial para el establecimiento endofítico posterior (Gujral et al., 2013). 
 
Observaciones realizadas con imágenes de microscopia confocal en este estudio, 
muestran a Aspergillus s., yPseudomonas sp, colonizando la superficie de la raíz 
de las plántulas deTabebuia billbergii., después de 28 días de inoculadas, 
mientras que, en las muestras de raíces inoculadas con la bacteria Pseudomonas 
sp, la colonización se inicia en los pelos radicales de las raíces laterales, 
extendiéndose luego a la raíz principal (Figuras 14 y 15).  La superficie de la raíz y 
la rizósfera son importantes sumideros de carbono, por lo tanto, ricos en 
sustancias nutritivas que atraen a una gran diversidad de microorganismos, 
incluidos los fitopatogenos. 
 
Observaciones de la raíz, después de la inoculación con bacterias GFP 
etiquetada en diferentes intervalos de tiempo muestran significativa fluorescencia 
en la punta de la raíz y en la aparición de las raíces laterales, mencionando que 
estos son los sitios máximos de colonización (Gujral et al., 2013).  
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6. CONCLUSIONES 
 
Mediante el uso de técnicas moleculares ha sido posible la identificación de 
microorganismos asociados a la rizósfera y filósfera de especies forestales como 
Tabebuia chrysantha y Tabebuia billbergii, dos árboles maderables de los 
bosques estacionalmente secos dela región Tumbes que son extraídos de 
manera irracional por su preciada madera. Los microorganismos aislados en 
diversos medios de cultivo corresponden a grupos de endófitos fúngicos y 
bacterianos importantes por contribuir a múltiples efectos benéficos para la planta 
en cuanto a protección y promoción del crecimiento vegetal.Un análisis 
metagenómico, el cual es un enfoque independiente del cultivo de 
microrganismos, también fue realizado, lo quenos permitió conocer la estructura 
de la comunidad existente en la rizósfera de ambas especies forestales. Mediante 
la inoculación individual y de consorcios bacterianos en semillas desinfectadas de 
dichas especies arbóreas nativas,fue posible optimizar el desarrollo radicular de 
plántulas a los 28 días posterior a la inoculación respecto a controles. Mediante 
Microscopía confocal, se pudo observar a Aspergillus sp. yPseudomonas 
sp,colonizando raíces de  plántulas deTabebuia billbergii. 
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7. RECOMENDACIONES 
 
Se requiereampliar las investigaciones, con el fin de caracterizar organismos 
eficientes que actúen en la promoción del crecimiento vegetal, como realizar 
pruebas de análisis en medios de cultivo específicos, presencia de genes 
importantes en los organismos identificados, optimización de la eficiencia del 
consorcio microbiano formados antes de la inoculación, identificación de 
metabolitos producidos por microorganismos inmersos en el estímulo de 
crecimiento vegetal. 
. 
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